













































































塩水(1.8mM KH2P04,5.4mM Na2HP04,138mM NaCl,以下 PBSi Sigma)を用いて連続的
消化を行い、5つのフラクションに分離した。得られた第1フラクションを初代線維芽細









酸146番目‐297番目)をコー ドする領域をPolymerase chain reaction(PCR)により増幅し、
Flagェピ トー プを付与したPcDNA3onvitrOgen)にサブクローニングすることにより構築し
た。構築した cDNAの塩基配列は、DNAシークエンス(amerSham phamada biotech,
Enghnoにより確認した。 CノEBPδ cDNAは審良静男博士 (大阪大学微生物学研究所)よ
り、Cbfal′Pebp%A cDNAは伊藤嘉明博士 (京都大学 ウィルス研究所)より、
Cbtt cDNAはPaul Liu博士(Natural Human Cenome Research研究所、Maヴand,USAl



















lmM EGTA,1.5mM Mgcら,10%glycerol,1%TritonX-100,10卜■ノmHeupepun:lmM PMSF,
0.2mM sodum ortlDovanadeate]により溶解した後、15000G,4℃,15分で遠心分離し、上清
を全細胞たんぼく質抽出液とした。全細胞たんぼく質抽出液に抗 CノEBPβ抗体(SantaCruD
を加え4℃で8時間インキュベー トした後、ProteinA SepharoselZned Laborato面es: c,
South San Frands∞,USAlに吸着させ、ビーズを細胞溶解バッファーで 5回洗浄し、


























ES,pH7.91 100mM KCl,5mM Mgcら,10%glycerol,lmM DT1 0.5%of NP‐40,10卜●ノ
m!aprolnin,10μg/ml leupepln,lmM PMSE and O.2mM sodium orthovanadate]にて
溶解し、 遠心分離(15000G,4℃,15分)し、上清を全細胞たんぼく質抽出液とした。内在
性ビオチンを除去するために全たん白質抽出液とス トレプ トアビデンアガロースビーズを
前反応させた後、ビオチン標識した lμg CノEBP結合配列オリゴヌクレオチ ド(sense pr


















Hexahydrate, 10mM MgCら,2.5m 2‐Aminomethy!‐2‐methy:-l propanolと37℃で1時
8






し 、 330ugノml Nitro blue tetrazolium(Sigma)、 165 gノm: Bro ochoroindoly
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本論文の要旨は、第 18回日本骨代謝学会 (平成 12年7月、広島)、 第22回アメリカ骨代
謝学会 (平成 12年9月、 トロント)、 第42回歯科基礎医学会 (平成 12年10月、大阪)、








































































コントロールウィルス(レー ン 1)、あるいは CノEBPβアデノウィルス(レー ン 2、 3、 4、
5)を感染させた COS7細胞から全細胞たんぼく質抽出液を作製し、ビオチン標識した
C/EBP結合配列を用いてバインディングアッセイを行った。さらに、2四,10μgおよび201tg
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コントロー ルウィルス(レー ン1)、あるいは∝ BPpアデノウィルス(レー ン2、 3、 4、0
を感染させたCOS7細胞から全細胞たんぱく質抽出液を作製し、ビオチン標餞した
αEBP結合配列を用いてパインディングアッセイを行つた。さらに、2円、10「gおよ
びm円のビオチン非標― BPI合配列オリゴヌクレオチド齢 プロー カ を反応させ、その阻害効果を検討した。
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図14 日Pの強制発現によるCttal依存性骨芽細胞分化誘導増強作用
(A)C3H10Tlr2細胞に、Cbfp発現ベクターとオステオカルシンプロモーター領域
を組み込んだルシフェラーゼ遺伝子をFugene6により遺伝子導入し、12時間後コン
トロールウィルス(コントロー′L/b、Cbfalァデノウィルス(Cbfal)あるいはCbfalアデ
ノウィルスとL:PアデノウィルスCbfal+L!P)を感染させた。ルシフェラーゼ遺伝子
導入48時間後に細胞溶解液を回収し、ルミノメーターにより転写活性能を測定した。
グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=3)。■:ド0.05
(B)C3H10Tlr2細胞に、コン トロールウィルス(コン トロー′め、Cbfalアデノウィ
ルス(Cbfal)あるいはCbfalアデ ノウィルスとLIPアデノウィルスCbfal十日→を感染
させ7日間培養 した後、細胞溶解液を回収 しアルカリフォスファターゼ活性を測定
した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=o。■:pくo.o5
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図15
(A) (B)バ
Cbfal
LiP
免疲沈降:αC′EBPβ
抗体:α‐Cbfal 結合:C′EBP結合配列プロー プ抗体:α‐C′EBPβ
●
図15 LIPのCbね1への物理的結合およびオステオカルシンプロモーター領城への結
合
(A)L:Pアデノウィルス(L:P)あるいはCbfalアデノウィルスとL:Pアデノウィルス
(LIPく乃fal)を感染させたCOS7細胞の細胞内たんぱく質を、抗CrEBPβ抗体を用いて
免疫沈降した後、抗Cbfal抗体を用いたウェスタンプロッティング法により検索した。
(B)コントロールウィルス(コントロール)、 L:Pアデノウィルス(L:P)を感染させた
COS7細胞を溶解し、ビオチン標識したCttBP結合配列を用いてバインディングアッ
セイを行つた。
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図16 ∝ BPβおよびアイソフォームロPによる、未分化間葉系細胞から骨芽細胞お
よび脂肪細胞への分化制御メカニズムの模式図
PPARYは脂肪細胞分化の最終過程を促進する転写因子であるが、その発現は
CrEBPβによつてコントロールされていることが知られている1つ。CrEBPβはCbfal
と協調することにより骨芽細胞分化を促進するo。 日PはC/EBPβに対して ドミナン
トネガティブに作用してPPARYの発現を阻害することにより脂肪細胞分化を抑制す
る。一方、Cbfalと協調して骨芽細胞分化を促進するo)。これらの結果より未分化
間葉系細胞の骨芽細胞および脂肪細胞への分化は、各々の分化に特有の眈 BPβア
イソフォームが関与することが示唆される。図中→ :促進 ;→:阻害を各々示す。
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